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Rezumat
Unul din pericolele majore ale polipozei adenomatoase familiale, sindromului lynch, precum şi ale polipilor simpli (solitari sau multipli) îl 
constituie evoluţia asimptomatică sau subclinică a acestora, care poate decurge mulţi ani la rând. Debutul manifestărilor clinice în majori-
tatea cazurilor este determinată atât de hemoragia colonului, cât şi de posibila transformare a maladiilor sus-menţionate în CCr. Conform 
datelor Alianţei Cancerului Colonului (ACC) pentru anul 2000, perioada de risc de declanşare a malignizării PAF o constituie vârsta medie de 
40 ani, iar al S.lynch- 44 ani. Trebuie de menţionat faptul că, pentru populaţia generală CCr, se dezvoltă începând vârsta medie de 65 ani.
Datorită progreselor înregistrate în perfecţionarea metodelor tehnologiei ADN recombinat, astăzi este posibil diagnosticul polipilor colorectali 
ereditari, ca formă de neoplazie epitelială colo-rectală (NECr), la nivelul genei. Un lot de pacienţi cu NECr a fost supus unor investigaţii 
genetico-moleculare, în scopul diferenţierii clinice dintre subiecţii cu adenomi sporadici de cei cu origine ereditară. Identificarea asocierilor 
genetice dintre spectrele polimorfe de ADN şi expresia genică s-a fost efectuat prin intermediul tehnicii rT-PCr. 
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Scopul lucrării
implimentarea diagnosticului molecular cu utilizarea 
tehnicii RT-PCR si examinarea aspectului genetic la pacienţii 
cu neoplazie colorectală (membrilor suspecţi din familiile 
acestora). 
Materiale şi metode
Cercetarea ştiinţifică actuală reprezintă un studiu expe-
rimental genetic, bazat pe analiza materialului clinic de trata-
ment chirurgical, în perioada 2000-2009, a 84 de pacienţi cu 
Neoplazie e pitelială Colo-Rectală (NeCR), vârsta pacienţilor 
varia de la 8 la 79 de ani, raportul dintre bărbaţi şi femei fiind 
de aproximativ 1:1, 44 femei (52,4%) şi 40 bărbaţi (47,6%). 
Cifra nu prea impunătoare de pacienţi cu Ne CR se explică 
prin faptul că, de regulă, aceştia primesc tratamentul necesar 
încă în faza prespitalicească. 
 l otul luat în studiu aparţine categoriei “pacienţilor compli-
caţi” cu patologie complexă, avansată, care adesea este asociată 
cu o malignizare- fapt determinant în necesitatea efectuării 
unui diagnostic şi tratament calificat în condiţii de staţionar. 
Privitor la distribuţia polipilor pe traseul colonic, s-a re-
marcat o afectare mai frecventă a colonului stâng . Rezultatele 
obţinute se prezintă în tab.1.
Tabelul 1. Distribuţia polipilor pe traseul colonic (%)
localizarea %
Canalul anal 23 
rect 25
rect şi colonul transvers 1,5
Colonul stâng 17
Colonul transvers 6





e xamenul histologic a confirmat la toţi pacienţii originea 
adenomatoasă a polipilor. l a 15 pacienţi 17,9±4,1%(p<0,001), a 
fost constatată o malignizare a polipilor, sub forma de adenocar-
cinom invaziv sau carcinom-in-situ. S-a constatat o dependenţă 
direct proporţională între dimensiunile adenomului, caracte-
risticele lui histologice şi gradul de malignizare a acestuia, fapt 
demonstrat în fig. 1.
Summary
One of the hazards of familial adenomatous polyposis, lynch syndrome, and of simple polyp (solitary or multiple) is the development of 
asymptomatic or subclinical thereof, which may arise many years in a row. Onset of clinical manifestations in most cases is determined 
so bleeding colon, as well as the possible transformation of the above diseases in rCC. According to the Alliance of colon cancer (ACC) for 
2000, the period of risk of triggering PAF malignity is the average age of 40 years, and the S.lynch-44 years. Note that for the general 
population it grows, starting rAC average age of 65 years.
In the light of the progress achieved in the area of improving the methods of recombined DNA technology, today it has become possible 
to diagnose a genetic disease, including the lynch Syndrome as a form of epithelial colorectal neoplasia (ECrN) at the level of genes. To 
identify the clinical differences between patients with sporadic adenoma from the ones with hereditary neoplasm, genetico-molecular 
investigations were carried out on a group of patients diagnosed with ECrN. Identification of genetic associations between polymorphous 
spectrum of DNA and the genetic expression was done using the rT-PCr technique.
Figura 1. Predominarea fenomenului de malignizare  
la polipi de diversă structură morfopatologică
e xamenul genetic al pacienţilor cu NeCR a inclus cerce-
tarea genetică şi a presupus parcurgerea următoarelor etape:
- înregistrarea diagnosticului medical şi al informaţiilor 
despre părinţi;
- întocmirea arborelui genealogic (pedigriul);
- analiza genealogică pentru stabilirea modului de trans-
mitere;
- aprecierea riscului pentru persoanele aflate în relaţii cu 
subiectul studiat;
- analiza moleculară a ADN-uilui şi ARN-ului prin tehnica 
PCR şi RT-PCR;
- analiza electroforetică a fragmentelor amplificate de ADN; 
- determinarea spectrului polimorf (genetic) al genelor, care 
condiţionează apariţia NeCR (f orme ereditare);
 -documentarea rezultatelor şi analiza statistică a acestora.
Pentru stabilirea riscului s-a ţinut cont de incidenţa bolii 
respective în populaţia generală, de etnie, de relaţiile genetice 
cu un individ afectat, de penetranţa şi de influenţa mediului.
investigaţiile genetice ale lotului de pacienţi (şi rudele 
suspectate) au inclus următoarele etape:
- prelevarea şi conservarea materialului biologic (sânge, 
polipi). Sângele fiind conservat în Sol. eD TA şi păstrat 
în congelator la temperatura de minus-20-30°C. Polipii 
extirpaţi în mod nativ au fost congelaţi la aceeaşi tempera-
tură. S-a efectuat extracţia moleculelor de ADN genomic; 
fragmentarea moleculelor de ADN cu endonucleaze de 
restricţie; separarea fragmentelor de ADN prin electro-
foreza în gel; clonarea „in vitro” a genelor caracteristice 
NeCR - p53, Genelor hMlH1 (h uman Mut l ho molo-
gue 1) şi hMSH2 (human Mut S homologue prin tehnica 
reacţiei RT-PCR (Polymerase Chain Reaction).
Clonarea „in vitro” a genelor sus-menţionate prin reacţia 
de înlănţuire a polimerazei (PCR), constă în repetarea nelimi-
tată a unui ciclu de trei reacţii şi clonarea in vitro a genei sau 
fragmentului de ADN genomic studiat. 
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Rezultate obţinute
1.di agnosticul molecular al expresiei genei p53 la lotul 
cu NeCR . Au fost selectaţi şi utilizaţi următorii primeri din 
structura primară a genei p53:1. p53. 4F.1- 5’-CTC TTT TCA 
CCC ATC TAC AGT CC-3’; 2. p53. 4F 2- 5’-TCT GGG AAG 
GGA CAG AAG AT-3’.
De asemenea, s-au folosit pe larg markerii moleculari cu 
dimensiuni diferite: 10 kB; 8 kB; 6 kB; 4 kB; 4 kB; 3 kB; 2,5 kB; 
2 kB; 1,5 kB; 1,0 kB; 0,8 kB; 0,6 kB; 0,4 kB; 0,2 kB propuşi de 
compania e urogentec ”Smart” (Su A). 
Rezultatul reacţiei RT-PCR la prezenţa genei p53 fiind 
demonstrat în imaginea de mai jos.
Figura 2. Analiza calitativă a expresiei genei p53 la pacienţii cu NECR
Figura 3. Structura bolnavilor cu testul pozitiv la gena p53
Din numărul total de bolnavi investigaţi la gena p53, 
frecvenţa înregistrată a rezultatelor pozitive este de 97,6± 2,4% 
cazuri (p<0.001) cu cota mai pronunţată de gradul ii(++) – 
63,4%. Structura expresiei pozitive este prezentată în fig.3.
Studierea expresiei genei P53(fig.3), ne-a permis consta-
tarea declanşării procesului de tumorogeneză în faza tardivă. 
Astfel, această genă a fost considerată ca o oncogenă tardivă, 
cu scop de control, cu grad variat de expresie. 
2. Instabilitatea minisatelitică a genelor MSH1 şi Ml H2 
şi gradul de expresie. 
Bolnavii suspecţi la sindromul l ynch au fost investigaţi 
la instabilitatea minisatelitelor prezente în genele missmatch- 
MSH1 şi Ml H2. Analiza RT-PCR cu utilizarea următorilor 
primeri caracteristici cancerului colo-rectal ereditar nepolipos: 
1. BAT 25 DiR. 5’-TCG CCT CCA AGA ATG TAA GT-3’; 2. 
BAT 25 Re V. 5’- TCT GCA TTT TAA CTA TGG CTC-3’.
Figura 4. Analiza electroforetică a fragmentelor izolate 
 ale genelor MlH1 şi MSH2 prin tehnica RT-PCR
În calitate de matriţă în reacţia de revers-transcripţie s-au 
utilizat eşantioane de ARN total izolat din celulele tumorogene 
ale pacienţilor examinaţi. Pentru amplificarea fragmentelor de 
ADN obişnuit s-au utilizat primerii menţionaţi mai sus, selectaţi 
din structura genelor MlH1 şi MSH2.
Analiza RT-PCR cu utilizarea primerului BAT-25, a 
demonstrat o acumulare diferenţiată a ARN-ului mesager, 
Tabelul 2. Frecvenţa expresivităţii genei p53 la pacienţii cu NECR
Negativ(-) Grad 1 + Gradul 2 ++ Gradul 3 +++ Total rez. pozitive
















*-p>0,05; ** -p<0,05; ***-p<0,01; ****-p<0,001.
Tabelul 3. Frecvenţa expresiei genelor MSH1 si MlH2 la pacienţii cu NECR
Negativ(-) Grad 1 + Gradul 2 ++ Total rez. pozitive





















p53 MSH1 MlH2 p53 MSH1 MlH2 p53 MSH1 MlH2
2,4±1,6 54,8±5,4 6,5 *** 16,7±4,1 26,2±4,8 1,1 * 61,9±7,5 19,0±4,3 4,7 ***
*-p>0,05; ** -p<0,05; ***-p<0,01.
80 Nr. 3 (42), 2010     •   Arta Medica
pentru genele MlH1 şi MSH2. Rezultatele obţinute in cadrul 
experienţei noastre denotă că, genele menţionate se manifestă 
printr-o activitate transcripţională specifică. 
Astfel, în urma reacţiei RT-PCR pe baza ARN-lui izolat din 
materialul biologic, s-au constatat 54,8 ±5,4% cazuri (p<0.01) 
cu expresie negativă, rezultat pozitiv la S.l ynch de gradul i (+) 
a fost determinat în 26,2 ±4,8% cazuri (p<0.005) şi gradul ii 
(++) în 19,0 ±4,3% (p<0.005) (tab. 3).
Studiul comparativ al frecvenţei genelor p53 si MSH1 si 
MlH2 din lotul studiat îl prezentăm în (tab.4).
Analiza comparativă a rezultatelor primite la bolnavii in-
vestigaţi referitor la genele p53 (oncogena) şi MSH1 şi MlH2 
(missmatch repear genes-Sindromul l ynch), ne-a dat posibi-
litatea să stabilim că, frecvenţa cazurilor cu expresie negativă 
în lotul MSH1 şi MlH2 este de 23 ori mai înaltă, decât în lotul 
pacienţilor purtători de gena p53- (54,8+-5,4% si 2,4+-1,6% 
respective, p<0.01). Rezultatul pozitiv cu expresie de gradul ii 
este de 3 ori mai înalt în lotul pacientilor cu p53, faţă de lotul 
MSH1 si MlH2 , fapt demonstrat în tab. e.
Aplicarea reacţiei RT-PCR (cantitativă) cu utilizarea pri-
merilor specifici, nominalizaţi anterior, a permis diferenţierea 
genelor implicate în procesul de tumorogeneză. Astfel, în studi-
erea genelor MSH1 si Ml H2 la o parte dintre persoanele, luate 
în cercetare, expresia genei respective, a avut un aspect foarte 
bine pronunţat. l a alte persoane manifestare moderată, slabă 
sau lipsă de expresie. l a unele dintre persoanele purtătoare de 
APC mutantă, s-a constatat o asociere cu instabilitatea secven-
ţelor minisatelitice a genelor missmatch detectate cu ajutorul 
primerului BAT25. 
Concluzii
1.Rezultatele studiului efectuat au stabilit o expresie dife-
renţiată, în raport cu datele obţinute la examenul patomorfo-
logic (acumularea celulelor canceroase în materialul primar). 
În urma studiului efectuat, am constatat prezenţa simultană 
a celulelor modificate, ce se află la diferite stadii de cancero-
geneză; prezenţa simultană a celulelor în stadiul precoce şi 
tardiv - fenomen datorat acţiunii variate a genelor implicate 
în mecanismul de declanşare a tumorogenezei. 
2. Deşi, uneori, am observat cazuri de omogenitate, adică
o expresie în ansamblu a genelor menţionate, totuşi, expresia
comparativă a genelor specifice pentru adenomii ereditari 
şi sindromul ereditar l ynch MlH1, MSH2, de regulă, a fost 
diferită una faţă de alta. 
3. Tehnica RT-PCR, utilizată în studiul nostru experimental
contribuie la creşterea eficienţei consultului medico-genetic, 
prin asigurarea tratamentului precoce a cancerului colorectal, 
deja la etapele incipiente de dezvoltare. Manifestarea varia-
bilă a genelor implicate în secvenţa polip-cancer a constituit 
momentul-cheie informaţional în diagnosticul şi tratamentul 
pacienţilor cu NeCR , la diferite etape de tumorogeneză.
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